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The Effect of  Soybean Extract in Gradual Dose on Balb/C  Male Mice 
Spermatozoa Morphology
Denti Puspasari*), Ahmad Zulfa Juniarto**)
Abstract
Background : Phytoestrogens consumption in high dose was known can decrease  
testosterone  level  significantly.  The  decrease  of  testosterone  level  can disrupt  
spermatogenesis  process,  including  sperm  morphology  and  leading  to  male  
infertility.  This  statement  became  controversy  since  there  was  a  researcher  
explained  that  there  was  no  effect  of  phytoestrogens  consumption  in  sperm  
morphology  or  man  infertility.  Phytoestrogens,  especially  isoflavone,  are  
contained a lot in soybean. 
Objective :  To know whether soybean extract could influence Balb/C male mice  
sperm morphology.
Method : This experimental research was a post test only control group design on  
36 Balb/C male mice,  divided randomly into four groups ( K, A, B,  C )  after  
adapted in a week. Every group was given standard diet. K was not given soybean  
extract,  A  was  given  260  mg/day  soybean  extract,  B  was  given  520  mg/day  
soybean extract, and C was given 780 mg/day soybean extract. Soybean extract  
was  given  for  21  days.  All  mice  were  terminated  on  22nd   days  and  sperm 
morphology were examined. Data of sperm morphology were collected and were  
analyzed  using  SPSS  15.00  for  Windows  along  with  Kruskal-Wallis  test.  
Significant level was accepted when p<0,05.
Result : Mean level of morphology abnormal sperm of four groups (K, A, B, C),  
respectively  were  16,56±12,31;  20,44±9,97;  18,00±5,92;  21,67±8,24.  Kruskal-
Wallis  test  shown that  there  was  no  significant  different  between  each group  
(p>0,05).
Conclusion :  There is no significant increasing in abnormality of Balb/C male  
mice sperm morphology.
Keywords : Soybean extract, Male mice, Sperm morphology.
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Pengaruh Pemberian Ekstrak Kedelai Dosis Bertingkat Terhadap Morfologi 
Spermatozoa Mencit Jantan Strain Balb/C
Denti Puspasari*), Ahmad Zulfa Juniarto**)
Abstrak
Latar  Belakang  :  Konsumsi  fitoestrogen  dalam  dosis  tinggi  diketahui  dapat 
menurunkan  kadar  testosteron  secara  signifikan.  Penurunan  kadar  testosteron 
dapat  mengganggu  proses  spermatogenesis,  termasuk  pembentukan  morfologi 
spermatozoa,  yang pada akhirnya  menyebabkan infertilitas pria.  Pernyataan ini 
menimbulkan  kontroversi  sejak  adanya  peneliti  yang  membuktikan  bahwa 
pemberian  fitoestrogen  tidak  berefek  terhadap  morfologi  spermatozoa  maupun 
fertilitas pria. Fitoestrogen, terutama isoflavon, banyak terkandung dalam kedelai. 
Tujuan  :  Mengetahui  pengaruh  pemberian  ekstrak  kedelai  dosis  bertingkat 
terhadap morfologi spermatozoa mencit jantan strain Balb/C.
Metode :  Penelitian ini menggunakan pendekatan  post test only control group 
design. Sampel penelitian adalah 36 ekor mencit jantan strain Balb/C yang dibagi 
secara acak menjadi empat kelompok ( K, A, B, C ) setelah diadaptasi  selama 
seminggu. Tiap kelompok diberikan pakan standar. Kelompok K tidak diberi diet 
ekstrak kedelai,  kelompok A diberi  ekstrak kedelai  dengan dosis 260 mg/hari, 
kelompok B diberi ekstrak kedelai dengan dosis 520 mg/hari,  dan kelompok C 
diberi ekstrak kedelai dengan dosis 780 mg/hari. Perlakuan diberikan selama 21 
hari. Mencit diterminasi pada hari ke-22 untuk dilakukan pemeriksaan morfologi 
spermatozoa. Data morfologi dianalisis dengan SPSS 15.00 for Windows  dan uji 
Kruskal-Wallis. Perbedaan dianggap bermakna jika p<0,05.
Hasil : Rerata jumlah morfologi spermatozoa abnormal pada kelompok K adalah 
16,56±12,31; kelompok A 20,44±9,97; kelompok B 18,00±5,92 ; dan kelompok C 
21,67±8,24.  Hasil  uji  Kruskal-Wallis  menunjukkan  tidak  adanya  perbedaan 
bermakna antar kelompok perlakuan.
Kesimpulan :  Tidak terdapat peningkatan abnormalitas morfologi spermatozoa 
yang  bermakna  pada  mencit  jantan  strain  Balb/C  yang  diberi  ekstrak  kedelai 
dengan dosis 260 mg/hari, 520 mg/hari, dan 780 mg/hari selama 21 hari.
Kata kunci : Morfologi spermatozoa, Mencit jantan Balb/C, Ekstrak kedelai.
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PENDAHULUAN
Sekitar 10% pasangan suami-istri mengalami masalah infertilitas. Faktor 
penyebab  infertilitas  dapat  berasal  dari  suami,  istri,  maupun  keduanya.  Hasil 
penelitian  WHO tahun  1989 memperlihatkan  40% faktor  penyebab  infertilitas 
berasal dari pria. Penyebab infertilitas pria diklasifikasikan berdasarkan gangguan 
produksi  sperma,  gangguan  fungsi  sperma,  gangguan  transportasi  sperma,  dan 
penyebab idiopatik.1
Banyak  penelitian  telah  dilakukan  untuk  mengungkapkan  penyebab 
masalah  infertilitas.  Hasil  penelitian  terkini  menjelaskan  bahwa  adanya 
kemungkinan efek yang merugikan dari toksin lingkungan, seperti dari tumbuhan, 
terhadap  fungsi  reproduksi.2  Tumbuhan  menghasilkan  berbagai  bahan  untuk 
manusia, baik yang menguntungkan maupun yang merugikan. Salah satu bahan 
yang dapat merugikan adalah fitoestrogen.3
Fitoestrogen  banyak  terkandung  dalam  kedelai.  Fitoestrogen  pertama  kali 
diketahui memiliki efek estrogenik pada tahun 1926. Penelitian pada tahun 1940 
menunjukkan bahwa fitoestrogen dapat menginduksi terjadinya infertilitas pada 
binatang. Hasil penelitian yang dikutip dari penelitian Weber dkk. menyimpulkan 
bahwa kadar testosteron dan androstenidion, serta berat prostat pada tikus jantan 
dewasa Sprague-Dawley yang diberi diet kaya fitoestrogen dalam jangka pendek 
menurun  secara  signifikan. Penurunan  hormon  testosteron  ini  menyebabkan 
penurunan kualitas sperma.3
Pernyataan  yang  berbeda  dinyatakan  oleh  Committee  on  Toxicity  of  
Chemicals in Food, Consumer Products and the Environment. Komite ini telah 
menyelidiki  efek  pemberian  isoflavon,  suatu  fitoestrogen  yang  terdapat  pada 
kedelai, terhadap kadar hormon seksual dan kualitas semen pria. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa pemberian suplemen isoflavon (40 mg/hari) selama 2 bulan 
terhadap  pria  non-vegetarian  berusia  18-35  tahun  tidak  mempengaruhi  kadar 
estradiol, testosteron, LH, FSH, volume semen, jumlah, motilitas, dan morfologi 
sperma,  ataupun pada  besar  testis.4   Pernyataaan  serupa juga dituliskan  dalam 
sebuah kepustakaan, bahwa tidak ada pengaruh pemberian isoflavon pada hormon 
reproduksi pria, besar testis, maupun kualitas semen.5
Dua  pernyataan  yang  berbeda  ini  menimbulkan  kontroversi  apakah 
sebenarnya fitoestrogen dalam kedelai dapat menyebabkan infertilitas pada pria 
dan dapat menurunkan kualitas sperma, termasuk morfologi spermatozoa. Tujuan 
dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak kedelai 
dosis  bertingkat  terhadap  morfologi  spermatozoa  mencit  jantan  strain  Balb/C. 
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi bagi masyarakat mengenai 
efek konsumsi makanan berbahan baku kedelai terhadap morfologi spermatozoa 
dan fertilitas pria serta memberikan informasi bagi penelitian lebih lanjut.
METODE PENELITIAN
Penelitian  ini  merupakan  penelitian  eksperimental  laboratoris  dengan 
pendekatan post test only control group design. Penelitian berlangsung selama 29 
hari, terdiri atas 7 hari masa adaptasi mencit, 21 hari berikutnya untuk pemberian 
perlakuan,  dan  1  hari  setelah  perlakuan  terakhir  untuk  pengumpulan  data. 
Penelitian  dilakukan terhitung mulai  bulan Maret  2007 di Unit  Pengembangan 
Hewan Penelitian (UPHP) UGM Yogyakarta.
 Sampel  penelitian  adalah  36  ekor  mencit  yang  diperoleh  dari  Unit 
Pengembangan  Hewan  Penelitian  (UPHP)  UGM  Yogyakarta.  Sampel  diambil 
secara  acak  dengan  kriteria  inklusi  :  mencit  jantan  strain  Balb/C,  umur  8-12 
minggu,  berat  badan 25-30 gram;  dan kriteria  eksklusi  :  terdapat  abnormalitas 
anatomi yang tampak dan mencit tidak bergerak secara aktif. 
Ekstrak kedelai  yang  digunakan dibuat  dari  biji  kedelai  yang  diekstrak 
dengan  metode  maserasi.  Ekstrak  dibuat  di  LPPT  UGM  Yogyakarta.  Dosis 
ekstrak kedelai  untuk kelompok A, B, dan C, secara berturut-turut adalah 260 
mg/hari, 520mg/hari, dan 780 mg/hari. Ekstrak kedelai tersebut diberikan per oral 
dengan sonde. 
Mencit jantan strain Balb/C diadaptasikan selama satu minggu serta diberi 
makan  dan  minum  standard  secara  ad  libitum.  Mencit  tersebut  kemudian 
dikelompokkan secara acak menjadi 4 kelompok, yaitu K, A, B, dan C, dengan 
jumlah sampel tiap kelompok 9 ekor mencit.  Kelompok K tidak diberi ekstrak 
kedelai, kelompok A diberi ekstrak kedelai dosis 260 mg/hari, kelompok B diberi 
ekstrak kedelai dosis 520 mg/hari, dan kelompok C diberi ekstrak kedelai dosis 
780 mg/hari.  Perlakuan diberikan selama 21 hari  kemudian  mencit  diterminasi 
pada hari ke-22. Sampel spermatozoa dari masing-masing mencit diambil untuk 
dilakukan pemeriksaan terhadap morfologi spermatozoa.
Prosedur  pemeriksaan  morfologi  spermatozoa  dilakukan  pada  masing-
masing  kelompok.  Sampel  spermatozoa  diambil  dengan  cara  memotong  vas 
deferens dextra sepanjang 1 cm dengan ketentuan vas deferens dipotong 1 cm dari 
pangkal.  Cairan  dalam vas  deferens  yang  telah  dipotong  kemudian  diurut  dan 
diletakkan  pada  objek  glass  untuk  diencerkan  dengan  menggunakan  NaCl 
fisiologis  sebanyak  0,2  cc.  Pengenceran  ini  dimaksudkan  untuk  memudahkan 
pemeriksaan. Sampel spermatozoa yang didapat dibuat preparat hapus. Preparat 
hapus,  setelah kering,  difiksasi  dengan eter  alkohol  selama 5 menit,  kemudian 
dilakukan  pengecatan  dengan  cat  Giemsa  selama  30  menit.  Masing-masing 
preparat  diperiksa  pada  beberapa  lapang  pandang  secara  zig-zag  dan  dinilai 
morfologi  spermatozoa  sampai  didapatkan  100  spermatozoa.  Pemeriksaan 
dilakukan di bawah mikroskop cahaya dengan menggunakan minyak emersi dan 
pembesaran 1000x.
Data morfologi spermatozoa diolah dengan menggunakan SPSS 15.00 for  
Windows.  Langkah pertama dilakukan uji  Shapirowilk  untuk melihat normalitas 
distribusi  data.  Oleh  karena  data  terdistribusi  tidak  normal  maka  dilanjutkan 
dengan uji  Kruskal-Wallis  untuk melihat  apakah ada perbedaan yang bermakna 
pada data yang dimasukkan. Nilai signifikansi pada penelitian ini adalah apabila 
data yang dianalisa memiliki nilai p<0,05.
HASIL PENELITIAN
Telah  dilakukan  penelitian  tentang  pengaruh pemberian  ekstrak  kedelai 
dosis  bertingkat  terhadap  morfologi  spermatozoa  pada  36  ekor  mencit  jantan 
strain Balb/C dan diamati morfologi spermatozoa pada masing-masing kelompok 
K, A, B, dan C.
Tabel.1 Nilai rerata morfologi spermatozoa abnormal
Kelompok n Rerata ± SD Minimal Maksimal
K (tidak diberi ekstrak kedelai)
A (ekstrak kedelai 260 mg/hr)
B (ekstrak kedelai 520 mg/hari)
C (ekstrak kedelai 780 mg/hari)
9
9
8
9
16,56
20,44
18,00
21,67
±
±
±
±
12,31
9,98
5,93
8,25
6,00
9,00
7,00
8,00
46,00
43,00
24,00
34,00
Kelompok
CBAK
a
b
n
o
rm
a
l
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00
0.00
15
6
Gambar.1 Boxplot rerata morfologi spermatozoa abnormal
Tabel.1 dan Gambar.1 memperlihatkan perubahan nilai  rerata morfologi 
spermatozoa  abnormal  dari  semua  kelompok.  Berdasarkan  data  tersebut  dapat 
diketahui jika rerata morfologi abnormal pada kelompok K dibandingkan dengan 
kelompok A, B, dan C maka terlihat adanya peningkatan rerata pada kelompok A, 
B,  dan  C.  Rerata  morfologi  abnormal  kelompok B dibandingkan kelompok  A 
mengalami penurunan, namun reratanya kembali  meningkat  pada kelompok C. 
Nilai  rerata  morfologi  abnormal  yang  paling  rendah  yaitu  pada  kelompok  K 
dengan  nilai  16,56  dan  rerata  morfologi  abnormal  yang  paling  tinggi  pada 
kelompok C dengan nilai 21,67. Rerata morfologi abnormal untuk kelompok A 
dan B berada di antara kelompok K dan C dengan nilai berturut-turut 20,44 dan 
18,00.
Tabel.2 Uji normalitas data morfologi spermatozoa abnormal
Tabel.2 memperlihatkan  uji  normalitas  data  morfologi  spermatozoa 
abnormal dari  semua kelompok dengan mengunakan uji  Shapirowilk.  Hasil  uji 
Shapirowilk  menunjukkan bahwa data terdistribusi tidak normal karena terdapat 
nilai p<0,05 pada salah satu kelompok, yaitu kelompok K di mana p=0,013. 
Data  morfologi  spermatozoa  tersebut  kemudian  diuji  dengan  uji  non 
parametrik  Kruskal-Wallis.  Hasil  uji  Kruskal-Wallis menunjukkan bahwa tidak 
ada perbedaan bermakna diantara kelompok perlakuan, dimana p=0,395.
PEMBAHASAN
Berdasarkan data  dari  tabel.1  dan gambar.1 diketahui  bahwa pemberian 
ekstrak  kedelai  cenderung  dapat  meningkatkan  abnormalitas  morfologi 
spermatozoa, tetapi peningkatan yang didapat tidak signifikan secara statistik. 
Peningkatan abnormalitas morfologi ini dapat disebabkan karena adanya 
fitoestrogen,  terutama  isoflavon,  yang  banyak  terkandung  dalam  kedelai.3,6 
Pemberian  fitoestrogen  dapat  menggangu  jalannya  spermatogenesis,  karena 
fitoestrogen menghambat kerja enzim17-β-hidroksisteroidoksidoreduktase, enzim 
yang dibutuhkan untuk sintesis testosteron. Hambatan kerja dari enzim tersebut 
Kelompok p
K
A
B
C
0,013
0,70
0,305
0,849
menyebabkan penurunan kadar  testosteron serta  hambatan  pada perkembangan 
sistem saraf  pusat  dan  gonodal.3,7 Efek  antiandrogenik  fitoestrogen  juga  dapat 
menghambat sekresi LH pada hipofisis, yang berakibat penurunan kadar sekresi 
testosteron  pada  sel  Leydig.8 Hormon  testosteron  sangat  diperlukan  untuk 
mengawali,  mempertahankan  proses  spermatogenesis,  serta  mempertahankan 
kualitas sperma hingga dikeluarkan dari tubuh. Penurunan kadar testosteron inilah 
yang  menyebabkan  proses  spermatogenesis  tidak  berjalan  optimal,  yang  pada 
akhirnya menurunkan kualitas sperma, termasuk morfologi spermatozoa.9,10,11
Hasil  yang tidak signifikan kemungkinan dikarenakan waktu pemberian 
ekstrak kedelai  yang kurang lama dan dosis yang kurang tinggi  sehingga efek 
yang  ditimbulkan  kurang  kronis.  Adanya  komponen  lain  dalam  kedelai  yang 
diketahui  dapat  meningkatkan  kualitas  sperma,  yaitu  asam amino  arginin  dan 
vitamin E juga dapat menyebabkan hasil menjadi tidak signifikan.12,13
Asam  amino  arginin  memegang  peranan  penting  dalam  mengatur 
pertahanan tubuh dan imunitas seluler, serta berperan aktif dalam pembentukan 
sperma.  Defisiensi  asam  amino  arginin  dapat  menyebabkan  kekacauan 
metabolisme  sperma  sehingga  menyebabkan  penurunan  motilitas  sperma  dan 
gangguan spermatogenesis.12 Pengaruh asam amino arginin terhadap peningkatan 
kualitas sperma terjadi melalui beberapa mekanisme.
Asam amino arginin dapat melindungi membran plasma spermatozoa dari 
kerusakan akibat  peroksidasi  lipid dengan meningkatkan produksi  nitric  oxide. 
Mekanisme yang terjadi mirip dengan mekanisme antioksidan dalam melindungi 
sel dari radikal bebas. Nitric oxide dapat menginaktivasi superoksida (O2-) yang 
dihasilkan  oleh  sel  sperma  selama  proses  konsumsi  oksigen.  Keberadaan 
superoksida  dalam  jumlah  berlebih  menyebabkan  peroksidasi  pada  membran 
fosfolipid  sperma  sehingga  menimbulkan  kerusakkan  secara  fungsional. 
Peroksidasi  lipid  pada membran sperma inilah  yang dicegah oleh asam amino 
arginin dengan meningkatkan produksi NO.12
Asam amino arginin juga telah diteliti dapat memblok dan menahan agen-
agen  yang  mencegah  pemecahan  gula  pada  spermatozoa.  Hal  ini  dapat 
memperbesar  aktifitas  metabolik  dan  meningkatkan  ketersediaan  energi  sel-sel 
sperma sehingga proses spermatogenesis dan kualitas sperma menjadi lebih baik, 
termasuk morfologi spermatozoa.12,14,15
Vitamin E dalam kedelai merupakan antioksidan (pencegah oksidasi) yang 
berperan sebagai pertahanan melawan peroksida lipid yang menghasilkan radikal 
bebas penyebab kerusakan jaringan. Senyawa yang secara kimia disebut tokoferol 
ini  juga  mempunyai  kemampuan  menetralisir  radikal  bebas  (molekul  reaktif 
pemicu oksidasi)  dan melindungi  membran sel  dari  serangan radikal  bebas.16,17 
Seperti  kita  ketahui  bahwa  membran  plasma  spermatozoa  mengandung  lipid 
terutama fosfolipid yang sangat rentan terhadap serangan radikal bebas. Serangan 
radikal bebas pada membran plasma spermatozoa akan menimbulkan reaksi rantai 
peroksidasi  lipid,  yang  pada  akhirnya  menyebabkan  terputusnya  rantai  asam 
lemak menjadi senyawa toksik terhadap sel spermatozoa. Peroksidasi lipid pada 
kepala  dan  ekor  dapat  menyebabkan  perubahan  morfologi  spermatozoa.18 
Perubahan morfologi tersebut dapat dicegah dengan adanya vitamin E.
KESIMPULAN
Tidak  terdapat  peningkatan  abnormalitas  morfologi  spermatozoa  yang 
bermakna pada mencit  jantan strain Balb/C yang diberi ekstrak kedelai dengan 
dosis 260 mg/hari, 520 mg/hari, dan 780 mg/hari selama 21 hari.
SARAN
Perlu  dilakukan  penelitian  lebih  lanjut  mengenai  pengaruh  pemberian 
ekstrak kedelai  dosis  bertingkat  terhadap morfologi  spermatozoa mencit  jantan 
strain Balb/C dengan waktu perlakuan yang lebih lama dan dosis yang lebih besar. 
Selain itu perlu juga dilakukan penelitian mengenai potensi fitoestrogen dan asam 
amino arginin dari kedelai dalam mempengaruhi morfologi spermatozoa mencit 
jantan strain Balb/C dengan waktu perlakuan dan dosis yang sama.
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LAMPIRAN 1
Jumlah  Morfologi  Spermatozoa  Normal  dan  Abnormal  dari  Tiap-Tiap 
Kelompok 
Kelompok K, tidak diberi ekstrak kedelai
Gambaran K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9
Normal 84 90 80 80 84 54 94 94 91
Abnormal Kepala 10 6 13 13 12 26 4 4 7
Abnormal Ekor 6 4 5 5 4 15 1 2 2
Abnormal Kepala& Ekor 0 0 2 2 0 5 1 0 0
Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Kelompok A, diberi ekstrak kedelai dosis 260 mg/hari
Gambaran A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9
Normal 91 85 82 73 85 57 76 85 82
Abnormal Kepala 9 10 17 22 7 31 17 8 4
Abnormal Ekor 0 5 1 5 8 10 5 7 13
Abnormal Kepala& Ekor 0 0 0 0 0 2 2 0 1
Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Kelompok B, diberi ekstrak kedelai dosis 520 mg/hari
Gambaran B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9
Normal 79 84 87 - 76 77 77 93 83
Abnormal Kepala 5 9 11 - 19 14 17 3 9
Abnormal Ekor 16 7 2 - 5 9 5 4 8
Abnormal Kepala& Ekor 0 0 0 - 0 0 1 0 0
Total 100 100 100 - 100 100 100 100 100
Kelompok C, diberi ekstrak kedelai dosis 780 mg/hari
Gambaran C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9
Normal 80 92 84 82 66 74 74 84 69
Abnormal Kepala 13 5 3 12 12 19 19 7 6
Abnormal Ekor 7 3 12 6 22 7 7 7 25
Abnormal Kepala& Ekor 0 0 1 0 0 0 0 2 0
Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100
LAMPIRAN 2
Foto Preparat Morfologi Spermatozoa
Kelompok K, tidak diberi ekstrak kedelai 
Foto Preparat Mencit K5
Kelompok A, diberi ekstrak kedelai dosis 260 mg/hari
Foto Preparat Mencit A9
Kelompok B, diberi ekstrak kedelai dosis 520 mg/hari 
Foto Preparat Mencit B3
Kelompok C, diberi ekstrak kedelai dosis 780 mg/hari 
Foto Preparat Mencit C4
